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(54) TiUe: OPTICALLY PURE CAMPTOTHECIN ANALOGUES. OPTICALLY PURE SYNTHESIS INTERMEDIATE ANETMETHOD 
FOR PREPARING SAME 

(54) Titre: ANALOGUES OPTIQUEMENT PURS DE LA CAMPTOTHECINE, INTERMEDIAIRE DE SYNTHESE OPTIQUEMENT 
PUR ET SON PROCEDE DE PREPARATION 



(57) Abstract 

The invention concerns novel camptothecin analogues and in particular products corresponding to the following formulae: 
(+)-5-cthyl-9. 1 0-Klifluoro-5-hydroxy-4, 5.13.1 5-tetrahydro- 1 H. 3H-oxepino[3 \4*:6. 7]indolizino[ 1 .2-b] quinol ine-3, 1 5-dione; 
(+)-l-(9-<:hloro-5- cthyl-5-hydroxy-IO-methyl-3, 15^ioxcK4.5.13. 1 5-tetrahydro- 1 H,3H-^xepinol [3* ,4*:6,7]indolizino 
f l,2-bJquinoline-i2-yimcthyl] -4-meihyl-hexahydropyridiniuni chloride; their application as medicine, pharmaceutical compositions 
containing them and their use for producing antitumoral. antiviral or antiparasitic medicines. The invention also concerns a novel synthesis 
intermediate of said products and a method for preparing said intermediate. 

(57) Abrege 



L* invention concemc de nouveaux analogues de la campcothdcine et en particulier les produits r^pondant aux formules suiv- 
antes: (+)-5-^thyI-9, ia-<lifluoro-5-hydroxy-4, 5,13,15-t^trahydrcKlH. 3H-ox6pino[3'.4':6, 7]indoIizino[1.2-bl quinolinc-3, 1 5-dione; 
(+)-chlorure de l-t9-<;hloro-5- 6thyl-5-hydroxy-ia-methyl-3. l5-dioxa-4,5.13, l5-tarahydro-IH.3H-Hox€pino(3* •,4*:6,71indolizino 
fl.2-b)quinolin-12-yIm6thyl] -4-m6thyl-hcxahydropyridinium; leur application comme medicaments, les compositions pharmaceutiques 
les renfermant et leur utilisation pour la realisation de medicaments andtumoraux, antiviraux ou antiparasitaires. Elle conceme ^galement 
un nouvel interm6diaire dans la synthase dcs produits susmentionn& ainsi qu'un proc^de de preparation dud it intennediaire. 
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ANALOGUES OPTIQUEMENT PURS DE LA CAMPTOTHECINE, IhTTERMEDIAIRE DE SYNTHESE OPTIQUEMENT 
PUR ET SON PROCEDE DE PREPARATION 



La camptothecine est un compose natural qui a ete isole pour la premiere fois des feuilles 
et de Teccrce de la piante chinoise appelee camptotheca acuminata (voir Wall et ses 

5 coilaborateurs, J. Amer. Chem. See. 88:3888 (1966)). La camptothecine est un compose 
pentacyclique constitue d'un fragment indolizino[l,2-b]quinoleine fusionne avec une 
a-hydroxylactone a six chainons. Le carbone en position 20, qui porte le groupe 
a-hydroxy, est asymetrique et confere a la molecule un pouvoir rotatoire. La forme 
naturelle de la camptothecine possede la configuration absoluc "S" au carbone 20 et 

10 repond a la formule suivante : 




La camptothecine presente une activite anti-proliferative dans plusieurs lignees cellulaires 
cancereuses, comprenant les lignees cellulaires de tumeurs humaines du colon, du 
poumon et du sein (Suffness, M. et coilaborateurs : The Alkaloids Chemistry and 
15 Pharmacology, Bross, A., ed.. Vol. 25, p. 73 (Academic Press, 1985)). On suggere 
que I'activite anti-proliferative de la camptothecine est en relation avec son activite 
inhibitrice de la topoisomerase I de I'ADN. 

II a ete indique que Ta-hydroxylactone etait une exigence absolue a la fois pour I'activite 
in vivo et in vitro de la camptothecine (Camptothecins : New Anticancer Agents, 

20 Putmesil, M., et ses coilaborateurs, ed., p. 27 (CRC Press. 1995) ; Wall, M. et ses 
coilaborateurs. Cancer Res. 55:753 (1995); Hertzberg et ses coilaborateurs, J. Med. 
Chem. 32:715 (1982) et Crow et ses coilaborateurs, J. Med. Chem. 35:4160 (1992)). 
Plus recemment, la demanderesse a mis au point une nouvelle classe d'analogues de la 
camptothecine, dans lesquels une ^-hydroxylactone remplace Ta-hydroxylactone 

25 naturelle de la camptothecine (cf demande de brevet WO 97/(X)876). 
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L'invention a pour objet un nouveau proced6 de preparation d*un intermediaire de 
synthese enantiomeriquement pur, ainsi que de nouveaux analogues enantiomeriquement 
purs de la camptoth&ine. 

L'invention a done d'abord pour objet de nouveaux analogues de la camptothecine qui 
different de tout compose connu, caracterises en ce qu'il ont les formules respectives (I) 
et (II) representees ci-dessous 




ou en ce qu'il s'agit de sels du compose de formule (II) tei par exemple celui de formula 
(III) representee ci-dessous 




(III) 
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Un intermediaire-cle dans la synthese de ce type de composes optiquement purs est un 
produit de formule generale M representee ci-dessus 



H 




M 

dans laquelle R represente un radical aikyle lineaire ou ramifie comptant de 1 a 10 atomes 
de carbone. De preference, R represente un radical ethyle. 

i 

Les composes de formules (I) et (11) pelivent etre prepares de la fa^on suivante : 
- on couple le compose de formule 




(+)-EHHOPD 

avec respectivement Tun ou I'autre des composes de formules N| ou N2 representees ci- 
dessous : 
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pour donner respectivement le compost de foraiule Oi ou le compose de formule O2 : 




OH 



Ol 




-CH 



H C 

3 



O2 



OH 



- le compose Oi est ensuite cyclise, eron obtient alors le compose de formule (I) ; la 
cyclisation du compose O2 donne le compose de formule (II), lequel peut, apres 
5 salification, donner le compose de formule (III). 

La formation des composes Oi ou O2 ^ partir du compose de formule generale M pour* 
lequel R represente un radical ethyle et ou N2 s'effectue par un traitement connu de 
I'homme de Tart sous le nom de reaction de Mitsunobu (se referer a Mitsunobu, O. et 
coll. Synthesis, p.l (1981)). II s'agit de deplacer la fonction hydroxy le du compose N 

10 par un nucleophile tel que le compose M, ou un derive deprotone de ce dernier, par un 
traitement avec une phosphine, par exemple la triphenylphosphine, et un derive 
azodicarboxylate, par exemple Tazodicarboxylate de diethyle ou de diisopropyle, dans un 
solvant aprotique tel que, par exemple, le tetrahydrofurane ou le N.N- 
dimethylformamide. La cyclisation des composes Oi et O2 pour donner les composes de 

15 formules (I) et (II) s'effectue de preference en presence d'un catalyseur palladie (par 
exemple le diacetate de palladium) dans des conditions basiques (foumies par exemple 
par un acetate alcalin eventuellement combine a un agent de transfert de phase tel que par 
exemple le bromure de tetrabutylammonium), dans un solvant aprotique tel que 
I'acetonitrile ou le M/V-dimethylformamide, a une temperature comprise entre 50° C et 

20 120^ C (R. Grigg et coll.. Tetrahedron 46, page 4003 (1990)). 

L'invention offre egalement, k titre de produil industriel nouveau, un compost de formule 
generale M tel que defini precedemment. Ce produit peut etre utilise pour la fabrication de 
medicaments. 
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Le compose de fonnule M est synth^tise selon un proced6 nouveau faisant partie de 
rinvention et constitue des Stapes successives suivantes : 

- I'ester /-butylique racemique represente ci-dessous 

^OMe 



(pour sa preparation, se referer notamment a la demande de brevet WO 97/00876) est 
5 traite par de Tacide trifluoroacetique pendant 18 h a temperature ambiante pour donner 
I'acide carboxylique correspondant ; 

- on chauffe ensuite dans de Talcool isqpropylique le sel de quinidine de J'acide obtenu 
precedemment a une temperature superieure a 30 °C, et de preference de 50 °C environ, 
avant de laisser refroidir le milieu reactionnel jusqu'a temperature ambiante, de sorte que 
10 le sel d'un des enantiomeres de Tacide susmentionne cristallise tandis que le sel de Tautre 
enantiomere, dont I'anion est represente ci-dessous, reste en solution 

^N^ ^OMe 



- la solution dans Talcool isopropylique du sel de I'enantiomere n'ayant pas cristallise est 
concentree et traitee a Tacide chlorhydrique et agitee, donnant le compose de formule 
generale A representee ci-dessous 




OH 




OH 




A 
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- le compose de forraule gdnerale A est ensuite mis en contact avec du palladium sur 
charbon humide, puis on ajoute du formiate d'ammonium ou de I'acide formique au 
melange pour donner le produit debenzyle de fomiule generate B represente ci-dessous 




R I CH2COOH 
OH 



B 



- on cyclise ensuite le compose de formule generate B par action de 
dicyclohexytearbodiimide pour obtenir le compose lactonique de formate generate C 
representee ci-dessous 



OCH, 




- enfin, on transforme It groupement -OCH3 du compose lactonique de formule generate 
C en carbonyle, par action d*iodure de sodium et de chlorure de trimethylsilyle, pour 
obtenir un compose de formule generate M representee ci-dessous. 




M 

Pour le procede decrit ci-dessus, la reaction conduisant du compose de formule generate 
A au compose de formule generate B se fera de preference dans du methanol, et de 
preference en chauffanl le milieu reactionnel a 40 °C environ apres I'addition de formiate 
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d' ammonium. La cyclisation du compose de formule generale B pour donner le compose 
C pourra s'effectuer dans du THF, de preference a une temperature de 50 environ, 
tandis qu'on travaillera de preference k temperature ambiante avec Tacetonitrile comme 
solvant dans la reaction conduisant du compose de formule generale C au compose de 
5 formule generale M. 

Dans le cas particulier ou R represente un groupe ethyle, le compose de formule M est 
synthetis6 selon le procede constitue des etapes successives suivantes : 

- Tester r-butylique racemique represente ci-dessous 



10 traite par de Tacide irifluoroacetique durant 18 h a temperature ambiante pour donner 
Tacide carboxylique correspondant ; 

- on chauffe dans de Talcool isopropylique le sel de quinidine de I'acide 3-(3- 
benzyloxymeihyl-2-methoxy-4-pyridyl)-3-hydroxy-pentanoique a une temperature 
superieure a 30 ^'C, et de preference de 50 environ, avant de laisser refroidir le milieu 
15 r^actionnel jusqu'a temperature ambiante, de sorte que le sel de I'enantiomere (+) de 
I'acide 3-(3-ben2yloxymethyl-2-methoxy-4-pyridyl)-3-hydroxy-pentanoi'que cristallise 
tandis que le sel de I'isomere (-), dont I'anion est represente ci-dessous, reste en solution 




N 



OMe 



OW 



(pour sa preparation, se referer notamment a la demande de brevet WO 97/00876) est 




N '^CH^COO 

OH 
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- la solution dans Talcool isopropylique du sel de Tenantiomere (-) de I'acide 3-(3- 
benzyloxyniethyl-2-niethoxy-4-pyridyl)-3-hydroxy-pentano*ique est concentree et traitee a 
Tacide chlorhydrique et agitee, donnant le compose de formule A' representee ci-dessous 



OCH^Ph 




- le compose A* est ensuite mis en contact avec du palladium sur charbon humide, puis 
on ajoute du formiate d'ammonium ou de I'acide formique au melange pour donner le 
produit debenzyle B' represente ci-dessous 

i 




^^q' XH2COOH 



B' 



- on cyclise ensuite le compose de formule B' par action de dicyclohexylcarbodiimide 
pour obtenir le compost lactonique de formule C representee ci-dessous 



OCH, 
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- enfin, on transforme le groupement -OCH3 du compose lactonique de formule C en 
carbonyle. par action d'iodure de sodium et de chlorure de trimethylsilyle, pour obtenir la 
(+)-5-ethyI-5^hydroxy-l,3,4,5,8.9-hexahydrooxepino[3,4-c]pyridin-3,9-dione (ou (+)- 
EHHOPD) represent^ ci-dessous. 




(+)-EHHOPD 

5 Le compose de formule Ni peut et^re obtenu a partir de Taniline de formule Pi 
representee ci-dessous . 




Pi 

selon le procede suivant : Taniline de formule Pj est Macetylee par traitement avec un 
agent acetylant tel que par exemple Tanhydride acetique. L'acetaniiide ainsi obtenu est 

10 traite a une temperature comprise entre 50"^ C et 100'' C, de preference 75"* C, par un 
reactif connu de Thomme de Tart sous de nom de reactif de Vilsmeyer (obtenu par 
Taction de Toxychlorure de phosphoryle sur la MA^-dimethylformamide a une 
temperature comprise entre 0*" C et 10° C) pour donner le 2-chloro-3- 
quinoleinecarbaldehyde correspondant (se referer, par exemple a Meth-Cohn, et coll. J. 

15 C/zem. Soc, Perkin Trans. I p.l520 (1981); Meth-Cohn, et coll. 7. Chern. Soc, Perkin 
Trans, / p.2509 (1981); et Nakasimhan et coll. 7. Am, Chem. Soc, 112, p. 4431 
(1990)). Le 2-chloro-6,7-difluoro-3-quinoleinecarbaldehyde est facilement reduit en le 2- 
chloro-6,7-difluoro-3-quinoleinemethanol correspondant de formule Ni, dans des 
conditions classiques connues de I'homme de I'art telles que le traitement dans un solvant 

20 alcoolique (par exemple le methanol) par du borohydrure de sodium a une temperature 
comprise entre 0° C et 40° C. 
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Le compose de formule N2 peut etre obtenu selon le procede suivant : I'aniline de formule 
P2 representee ci-dessous 




P2 

est ortho-acylee par reaction avec le chloroacetonitrile en presence de trichlorure de bore 
et d'un autre acide de Lewis tel que le trichlorure d'aluminium, le tetrachlorure de titane 
5 ou le chlorure de diethylaluminium dans un solvant aprotique ou un melange de solvant 
aprotique, suivie d'une hydrolyse (c/ Sugasawa, T, et coll. 7. Am. Chem, Soc, 100, 
p. 4842 (1978)). L'intermediaire ainsi obtenu est ensuite traite par le chlorure 
d'ethylmalonyle dans un solvant aprotique tel que Tacetonitrile en presence d'une base 
telle que la triethylamine, puis traite par tin alcoolate alcalin, par exemple le methylate de 

10 sodium dans le methanol, pour donner le 7-chloro-4-chloromethyl-6-methyl-2-oxo-l,2- 
dihydro-3-quinolinecarboxylate d'ethyle. Ce dernier est transforme en 2,7-dichloro-4- 
chloromethyl-6-methyl-3-quinolinecarboxylate d'ethyle par un traitement avec de 
I'oxychlorure de phosphoryle. On effectue ensuite une substitution nucleophile par 
traitement avec la 4-methylpiperidine. La fonction carboxylate d'ethyle est ensuite reduite. 

15 par I'hydrure de diisobutylaluminium dans un solvant aprotique tel que le 
dichloromethane pour donner le compose de formule N2. On peut eventuellement 
inverser I'ordre des deux demieres etapes. 

Des analogues des composes intermediaires du type de Ni ou N2 ont ete decrits dans la 
litterature et en particulier dans la demande PCT 95/05427. 

20 Le compose de formule (II) peut etre transforme en sel pharmaceutiquement acceptable 
selon les methodes usuelles. Des sels acceptables comprennent, a titre d'exemple et de 
fa9on non limitative, des sels d'addition d'acides inorganiques tels que chlorhydrate, 
sulfate, phosphate, diphosphate, bromhydrate et nitrate ou d'acides organiques tels que 
acetate, maleate, fumarate, tartrate, succinate, citrate, lactate, methanesulfonate, 

25 p-toluenesulfonate, pamoate, salicylate, oxalate et stearate. Pour d'autres exemples de 
sels pharmaceutiquement acceptables, on peut se referer a "Pharmaceutical Salts", 
J. Pharm. Sci. 66:1 (1977). 

Les composes de la presente invention possedent d'interessantes proprietes 
pharmacologiques. Cest ainsi que les composes de la presente invention ont une activite 
30 inhibitrice de la topoisomerase I et/ou II et une activite anti-tumorale. L'etat de la 



wo 99/1 1 646 PCT/FR98/0 1 768 

- II - 

technique suggere que les composes de Tinvention presentent une activite anti-parasiiaire 
et/ou anti-virale. Les composes de la presente invention peuvent ainsi etre utilises dans 
diffSrentes applications therapeutiques. 

On trouvera ci-apres, dans la partie experimentale, une illustration des proprietes 
5 pharmacologiques des composes de Tinvention. 

Les composes peuvent inhiber la topoisomerase, par exemple de type I et/ou II, chez un 
patient, par exemple un mammifere tel que Thomme, par administration a ce patient d'une 
quantite thfirapeutiquement efficace d'un compose de formule (I) ou de formule (II), 
ou d'un sel pharmaceutiquement acceptable d'un compose de formule (II), ou encore 
10 d'un melange quelconque de ces demiers. 

Les composes de Tinvention possedent une activite anti-tumorale. lis peuvent etre utilises 
pour le traitement des tumeurs, par exemple des tumeurs exprimant une topoisomerase, 
chez un patient par administration audit patient d'une quantite therapeutiquement efficace 

i 

d'un compose de formule (I) ou de formule (II), ou d'un sel pharmaceutiquement 
15 acceptable d'un compose de formule (II), ou encore d'un melange quelconque de ces 
derniers. Des exemples de tumeurs ou de cancers comprennent les cancers de 
Toesophage, de I'estomac, des intestins, du rectum, de la cavit^ orale, du pharynx, du 
larynx, du poumon. du colon, du sein, du cervix uteri, du corpus endometrium, des 
ovaires, de la prostate, des testicules, de la vessie, des reins, du foie, du pancreas, des 
20 OS, des lissus conjonctifs, de la peau, des yeux, du cerveau et du systeme nerveux 
central, ainsi que le cancer de la thyroide, la leucemie, la maladie de Hodgkin, les 
lymphomes autres que ceux de Hodgkin, les myelomes multiples et autres. 

lis peuvent egalement etre utilises pour le traitement des infections parasitiques par 
I'inhibition des hemoflagellates (par exemple dans la trypanosomie ou les infections 
25 leishmania) ou par inhibition de la plasmodie (comme par exemple dans la malaria), mais 
aussi le traitement des infections ou maladies virales. 

Ces proprietes rendent les produits de formules (I) et (II) aptes k une utilisation 
pharmaceutique. La presente demande a egalement pour objet, 5 titre de medicaments, les 
produits de formules (I) el (II) telles que defmies ci-dessus, ou les sels d'addition avec 
30 les acides mineraux ou organiques pharmaceutiquement acceptables du produit de 
formule (II) tel que par exemple le sel de formule (III) precedenmient decrit, ou encore 
un melange quelconque de ces demiers. L'invention conceme de meme les compositions 
pharmaceutiques contenant. a titre de principe actif, I'un au moins des medicaments tels 
que definis ci-dessus. 
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L'invention conceme ainsi des compositions pharmaceutiques contenant un compose de 
rinvention ou un sel additif d'acide pharmaceutiquement acceptable de celui-ci, en 
association avec un support pharmaceutiquement acceptable suivant le mode 
d'administration choisie (par exemple orale, intraveineuse, intraperitoneaies, 
intramusculaires, trans-dermique ou sous-cutanee). La composition pharmaceutique (par 
exemple therapeutique) peut etre sous forme solide, liquide, de liposomes ou de micelles 
lipidiques. 

La composition pharmaceutique peut etre sous forme solide comme, par exemple, les 
poudres, pilules, granules, comprimes, liposomes, gelules ou suppositoires. La pilule, le 
comprime ou la gelule peuvent etre revetus d'une substance capable de proteger la 
composition de Taction de Tacide gastrique ou des enzymes dans Testomac du sujet 
pendant une periode de temps suffisante pour permetn-e a cette composition de passer non 
digeree dans I'intestin grele de ce dernier. Le compose peut aussi etre administre 
localement, par exemple a Templacement meme de la tumeur. Le compose peut aussi etre 
administre selon le processus de la liberation prolongee (par exemple une composition a 
liberation prolongee ou une pompe d*infjlision). Les supports solides appropries peuvent 
etre, par exemple, le phosphate de calcium, le stearale de magnesium, le carbonate de 
magnesium, le talc, les sucres, le lactose, la dextrine, Tamidon, la gelatine, la cellulose, 
la cellulose de methyle, la cellulose carboxymethyle de sodium, la poly vinylpyrrolidine et 
la cire. Les compositions pharmaceutiques contenant un compose de I'invention peuvent- 
done egalement se presenter sous forme liquide comme, par exemple, des solutions, des 
emulsions, des suspensions ou une formulation a liberation prolongee. Les supports 
liquides appropries peuvent etre, par exemple, I'eau, les solvants organiques tels que le 
glycerol ou les glycols tel que le polyethylene glycol, de meme que leurs melanges, dans 
des proportions varices, dans I'eau. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation des produits de formules (I) et (II) lelles 
que definies ci-dessus, ou des sels d'addition avec les acides mineraux ou organiques 
pharmaceutiquement acceptables du produit de formule (II), tel que par exemple le sel 
de formule (III) precedemment decrit, ou encore d'un melange de ces demiers, pour la 
preparation de medicaments destines a inhiber les topoisomerases, et plus 
particulierement les topoisomerases de type I ou de type II, de medicaments destines a 
traiter les tumeurs, de medicaments destines a trailer les infections parasitaires, ainsi que 
de medicaments destines traiter des infections ou maladies virales. 

La dose d'un compose selon la presente invention, h prdvoir pour le traitement des 
maladies ou troubles mentionnes ci-dessus, varie suivant le mode d'administration, Tage 
et le poids corporel du sujet k traiter ainsi que I'etat de ce dernier, et il en sera decide en 
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definitive par le medecin ou le vet^rinaire traitant. Une telle quantite determinee par le 
medecin ou le veterinaire traitant est appelee ici "quantite therapeutiquement efficace", 

A moins qu*irs ne soient defmis d'une autre maniere, tous les termes techniques et 
scientifiques utilises ici ont la meme signification que celle couraniment comprise par un 
5 specialiste ordinaire du domaine auquel appartient cette invention. De meme, toutes les 
publications, demandes de brevets, tous les brevets et toutes autres references mentionnes 
ici sont incorpores par reference. 

Les exemples suivants sont presentes pour illustrer les procedures ci-dessus et ne doivent 
en aucun cas etre consideres comme une limite a la portee de I'invention. 



10 PARTIE EXPERIMENTALE : 

Example 1 : (•¥)'5'Ethyl'5'hydtoxy'l,3,4,5,8,9' 

hexahydroox€pino[3,4'Cjpyridin'3,9'dione [(-^hEHHOPD] 

l.a. Sel de quinidine de Tacide 3-(3-benzyloxymethyl-2-methoxy-4- 
pyridyl)-3-hydroxy-pentanoique : 

15 Du 3-(3-benzyloxymethyl-2-methoxy-4-pyridyl)-3-hydroxy-pentanoate de tertiobutyle 
(40 g ; 100 mmol) est traite par de Tacide trifluoroacetique (150 ml) et le milieu 
reactionnel est agite pendant 18 h a 20 Apres evaporation de I'acide trifluoroacetique, 
du chlorure de methylene (200 ml) est coule et une solution saturee en bicarbonate de 
sodium est introduite jusqu'a pH = 7,5-8, Apres decantation, la phase aqueuse est lavee 

20 avec 100 ml de chlorure de methylene. Le pH de la phase aqueuse est alors ramene a 1 
par ajout d'une solution d'acide chlorhydrique 6 N. Le produit est ensuite extrait de la 
phase aqueuse par du chlorure de methylene (2 fois 200 ml). La solution est sechee sur 
du sulfate de magnesium et concentree. L'acide 3-(3-benzyloxymethyl-2-methoxy-4- 
pyridyl)-3-hydroxy-pentanoique (31,1 g ; 90 mmol) ainsi obtenu, repris dans de Talcool 

25 isopropylique (30 ml), est traite par une solution de quinidine (29,2 g ; 90 nmiol) dans 
de Talcool isopropylique (30 ml) a 50 °C sous agitation jusqu'i dissolution complete. On 
laisse alors la temperature redescendre jusqu'a 40 °C, I'agitation est arretee et on laisse 
evoluer la temperature jusqu'a 20 °C. Le milieu est amene a 0 '^C sans agitation puis 
maintenu ^ cette temperature pendant 16 heures. On laisse ensuite la temperature remonter 

30 jusqu'a 20 ""C et on agite jusqu'a cristallisation. Le milieu est dilue par de I'alcool 
isopropylique puis filtre. Le precipite est rince par de I'alcool isopropylique. Le sel de 
Tenantiomere (+) precipite (m=26,6 g) alors que le sel de I'enantiomere (-) reste en 
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solution dans I'alcbol isopropylique. On recueille done le filtrat qui est concentre pour 
donner une huile (34 g) qui est engagee sans autre purification dans Fetape suivante. 

Les produits sont analyses par HPLC sur colonne CHIRAL AGP 5)1 (10 cm x 4mm) 
eluee par un melange alcool isopropylique/eau/tampon phosphate^ pH = 6,5 : 30/920/50, 
a un debit de 1 ,2 ml/min, detection UV a 280 nm. Les temps de retention obtenus sont 
6,4 minutes pour renantiomere (-) et 2,8 minutes pour Tenantiomere (+). Le rapport 
enantiomere (-) / enantiomere (+) est de 83/17. 

l.b. Acide (-)-3-(3-benzyloxymethyN2-methoxy-4-pyridyl)-3-hydroxy- 
pentanoique 

La solution dans I'aicool isopropylique du sel de quinidine de I'enantiomere (-) de Tacide 
3-(3-benzyloxymethyl-2-methoxy-4-pyridyI)-3-hydroxy-pentanoique (etape l.a) est 
concentree. Le concentrat est repris dans 270 ml de chlorure de methylene et 270 mJ 
d'une solution d'acide chlorhydrique IN. Le milieu reactionnel est agite pendant 16 
heures a 20*^C. Apres decantation, la phase organique est concentree, le concentrat est 
repris dans le methanol pour etre engag^ dans la phase suivante. 

On obtient 13,5 g de produit (rendement de 87%) et une proportion enantiomere (-) / 
enantiomere (+) de 85 / 15. 

Les temps de retention HPLC (meme protocole qu'en l.a.) sont : 

- enantiomere (-) : 6,4 minutes 

- enantiomere (+) : 2,8 minutes 

I.e. (+)-5.EthyI-5-hydroxy-l,3,4,5,8,9.hexahydrooxepino[3,4-c] 
pyridin-3,9-dione : 

L'acide (-)-3-(3-benzyloxymethyl-2-methoxy-4-pyridyl)-3-hydroxy-pentanoYque 
(13,5 g ; 39 mmol ; etape l.b) est mis en solution dans 87 ml de methanol. Cette 
solution est coulee sous azote sur du Palladium 10% sur charbon humide a 50% 
(27,7 g ; 13 nunol). Le milieu reactionnel est agite pendant 5 minutes, puis est coulee 
une solution de formiate d'ammonium (1 L5 g ; 183 nmxol) dans 135 ml de methanol. Le 
milieu reactionnel est agite pendant 30 minutes en laissant la temperature evoluer, puis il 
est chauffe k AO^'C pendant 30 minutes. Le milieu est alors filtre sur lit de Clarcel et est 
concentre. On coule 40 ml de toluene que Ton evapore ; cette operation est repetee afin 
d'eliminer le methanol. Le residu ainsi obtenu est repris dans 45 ml de THF. On coule 
ensuite une solution de dicyclohexylcarbodiimide (7,180 g ; 34,5 nmiol) dans 20 ml de 
THF. Le milieu reactionnel est chauffe a 50°C pendant 1 heure. Le melange est ramene k 
20^*0 puis la dicyclohexyluree est filtree. Le filtrat est concentre a sec. Le residu est mis 
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en solution dans 46 ml d'acetonitrile, on lui ajoute 6,0 g (40,5 mmol.) d'iodure de 
sodium puis 5,13 ml (40,5 mmol) de chlorure de trimethylsilyle. Le milieu reactionnel est 
maintenu sous agitation k temperature ambiante pendant 5 heures. On inU'oduit alors 
28 ml d'acdtonitrile et 5,6 ml d'eau. Le precipite obtenu est filtre puis repris dans i ml 
5 d'eau, et le pH est ramene k 7,5 par ajout d'une solution d'armnoniaque. Le solide obtenu 
est filtrd et seche. On obtient m = 4,2 g de produit final avec un rendement de 34 % et une 
proportion enantiomere (+) / enantiomere (-) de 88,4/1 1,6. 

L'analyse HPLC est realisee sur une colonne Chiralcel OD 25 cm x 4,6.mm, les eluants 
utilises sont Theptane 600 et I'ethanol 400 et le debit est de 1 ml/min 210 nm. Les temps 
10 de retention obtenus sont : - enantiomere (-) : 7,1 minutes 

- enantiomere (+) : 9 minutes. 

Le produit esc repris dans I'acetone (40 ml), puis on ajoute de I'eau (150 ml). On laisse 

precipiter et on obtient 3 g de produit avec une proportion enantiomere (+) / 

enantiomere (-) de 99,4 / 0,6. j 

1 

!5 RMN >H (250 MHz, DMSO D6) : Ojs (r, 3H, C/Zj-CHi); 1,65 (m, 2H, CH2-CH3); 
3,00-3,35 (9, IH+IH, -CH2-C=0); 5,3 (g, 2H, CH2-O); 5,7 (5, -OH); 6,35 (d, IH 
aromatique); 7,3 (d, IH aromatique); 1 1,7 (5, N-H). 



Example 2 : (^)'5'ethyl'9J0'difluorO'5'hydroxy'4y5yl3,15' 

tetrahydrO'lH,3H'OX€pino[3 \4':6, 7Jindolizino[I,2' 
20 bJquinoline-SylS'dione 

2,3. N-(3,4-difluorophenyl)acetamide : 

Un melange de 3,4-difluoroaniline (50 ml; 0,5 mole) et de triethylamine (70 ml; 
0,5 mol) dans du dichloromethane (1,5 1) est refroidi au moyen d*un bain de glace. De 
I'anhydride acetique (71,5 ml; 0,75 mol) est ajoute goutte a goutte et le melange 

25 reactionnel est ensuite agite pendant 1 h a temperature ambiante. Le melange obtenu est - 
ensuite lave successivement avec de Teau, une solution de bicarbonate de sodium ^ 10 % 
et de la saumure saiuree. La fraction organique est sechee sur du sulfate de sodium et 
concentree sous pression reduite. Le residu est mis en suspension dans du pentane, filtre 
et seche sous pression reduite pour donner le produit du litre (78 g; 91 % de rendement) 

30 sous forme dun solide blanchatre (Pf 126-127,5 °C). 

RMN >H (DMSO) : 2,15 (s, 3H); 7,10-7,65 (m, 2H); 7,65-8,10 (m, IH); 10,30 (pic 
large, IH). 
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2.h. 2-chloro-6,7-difluoro-3-quinoIine-3-carbaldehyde : 

On a utilise la procedure generale decrite par Meth-Cohn et al, J. Chem, Soc. Perkin 
Trans. /, 1981. 1520 et 2509. 

A un reactif de Vilsmeyer. obtenu par addition goutte a goutte sous atmosphere d'argon 
5 d'oxychlorure de phosphore (103 ml; 1,1 mol) sur du DMF anhydre (34 ml; 
440 mmol) refroidi par un bain de glace et agite pendant une demi-heure avant de laisser 
la temperature remonter jusqu*^ temperature ambiante, on ajoute le produit de Tfitape 2.a 
(32 g; 220 nmiol). Le melange ainsi obtenu est agite a 70 °C durant 16 h. Apres retour 
a temperature ambiante, le melange rdactionnel est ajoute goutte a goutte k un melange 
10 eau-glace (400 ml) et agite durant 2 h. Le precipite obtenu est filtre et lave avec de I'eau, 
puis seche pour donner le produit du titre (9 g; 18 % de rendement) sous forme d'un 
solide jaune (Pf 226,5-229 °C). 

RMN >H (DMSO) : 8,17 (dd, IH); 8,39 (dd, IH); 8,97 (d, IH); 10,34 (d, IH). 

^ IR (KBr) : 888, 1061, 1262, 1507, 169(1 cm'K 

I 

15 2.C. 2-chloro-6,7-difluoro-3-quihoIyImethanol : 

Une suspension du produit de Tetape 2.b (9 g; 39 mmol) dans du methanol (400 ml) est 
traitee par de rhydroborure de sodium (2 g; 53 mmol) a temperature ambiante durant 
une demi-heure. L*exces de borohydrure est detruit par de I'acide acetique (2 ml). Les- 
substances volatiles sont eliminees sous pression reduite. Le r^sidu est dissous dans de 

20 I'acetate d^ethyle (500 ml), le melange obtenu etant ensuite lave successivement avec une 
solution diluee de bicarbonate de sodium, de I'eau et de la saumure saturee. On seche 
ensuite sur du sulfate de magnesium et concentre sous pression reduite. Le residu est 
recristallise dans du 1,2-dichloroethane pour donner le produit du titre (8 g; 80 % de 
rendement) sous forme d'un solide beige (Pf 166,5-167 X). 

25 RMN »H (DMSO): 4,67 (d, 2H); 5,80 (t, IH); 8,01 (dd, IH); 8,22 (dd, IH); 
8,48 (s, IH). 

IR (KBr) : 871, 1038, 1253, 1513 cm-^ 

2,d. (+)-8-(2-chloro-6,7-difluoro-3-quinoiinemethanoI)-5-ethyI-5- 
hydroxy-l,3,4,5,8,9-hexahydrooxepino[3,4-clpyridine-3,9-dione : 

30 A une solution dans du DMF anhydre (30 ml) de (+).EHHOPD (1,58 g; 7,08 mmol; 
etape I.e.), de produit de I'etape 2.c (1,62 g; 7,06 mmol) et de tributylphosphine 
(1,91 ml; 7,87 mmol), on ajoute goutte a goutte, a temperature ambiante et sous 
atmosphere d'argon, du diethylazodicarboxylate (1,24 ml; 7,87 mmol). Le melange 
ainsi obtenu est ensuite agite pendant 16 h. Le milieu reactionnel est ensuite evapore i 

35 sec sous pression reduite. Le residu est purifie par chromatographic sur colonne de silice 
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(eluant : acetate d'^thyle). Le solide obtenu est repris dans du diethylether, filtre et s6ch6 
pour donner le produit du litre (1,56 g; 51 % de rendement) sous forme d*un solide 
bianchatre (Pf 196 ^C). 

RMN iH (DMSO) : 0.84 (t, 3H); 1,74 (m, 2H); 3,02 (d, IH); 3,34 (d, IH); 
5 5,29 (s,2H); 5,31 (dd, 2H); 5,75 (s, IH); 6,51 (d, IH); 7,80 (d, IH); 8,03 (dd, IH); 
8,07 (s, IH); 8,17 (dd, IH). 

IR (KBr) : 875, 1057, 1360, 1507, 1574, 1647, 1749 cm-K 

I.e. (+)-5-ethyl-9,10-difluoro-5-hydroxy-4,5,13,15-tetrahydro-lH,3H- 
oxepino[3*,4':6,7]indoIizino[l,2-b]quinoline-3,15-dione : 

10 Un melange de produit de I'etape 2.d (1,53 g; 3,52 mmol; etape 2.d.), de bromure de 
tetrabutylammonium (1,25 g; 3,87 mmol), d'acetate de potassium (520 mg; 
5,28 mmol), de triphenylphosphine (180 mg; 0,70 mmol) et d'ac6tate de palladium (II) 
(79 mg; 0,35 mmol) est agite sous atmosphere d'argon dans de Tacetonitrile anhydre 
chauffe a reflux durant 22 h. Apres rctour du milieu reactionnel a temperature ambiante, 

15 on concentre sous pression reduite avaijt d'effectuer une chromatographie sur colonne de 
silice (eluant : melange CH2Cl2/Met)H 98/2). On obtient alors le produit du titre 
(960 mg; rendement de 68 %; purete determinee par HPLC : 97,1 %). Ce produit est 
repris dans CH2CI2 anhydre (100 ml) et agite 24 h, puis filtre et seche sous pression 
reduite pour donner le produit du titre purifie (850 mg; rendement de 61 %; purete 

20 determinee par HPLC : 99,6 %) sous forme d'un solide blanc. 

RMN »H (DMSO): 0,87 (t, 3H); 1,85 (m, 2H); 3,08 (d, IH); 3,44 (d, IH); 
5,26 (s,2H); 5,39 (d, 2H); 5,52 (d, 2H); 5,99 (pic large, IH); 7,39 (s, IH); 
8,15 (dd, IH); 8,23 (dd, IH); 8,68 (s, IH). 
IR (KBr) : 871, 1261, 1512, 1579, 1654, 1746 cm'*. 

25 Exemple 3 : ('¥)'Chlorur€ de l'[9'ChlorO'5'ethyl'5-hydroxy-10'm€thyl* 
3,1 5'dioxO'4, 5,13, 15'tetrahydrO'lH,3H' 
oxepino[3 ',4':6,7]indolizino[l,2-b]quinolin-12-ylmethylJ' 
4'methyl'hexahydropyridinium 

3. a, l-(2-amino-4-chloro-5-methylphenyI)-2-chloro-ethanone : 

30 De la 3-chloro-4-methylaniIine (44,4 ml; 0,366 mol) dans du 1,2-dichloroethane 
(440 ml), sous atmosphere d'argon, est refroidi par un bain de glace. On ajoute goutte a 
goutte et dans I'ordre k ce melange : du trichlorure de bore (IM dans Theptane; 400 ml; 
0,4 mol), du chloroacetonitrile (28 ml; 0,44 mol) et du chlorure de diethylaluminium (IM 
dans rheptane; 400 ml; 0,4 mol). Durant I'addition, la temperature est maintenue en 

35 dessous de 20 °C. Le melange resultant est ensuite chauffe \ reflux durant 3 h, puis 
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refroidi a 10 ^'C. On precede alors avec precaution k Thydrolyse du milieu reactionnel au 
moyen d'acide chlorhydrique 2N (240 ml) et on chauffe k reflux durant 1 h. On ajoute de 
Teau (1 1) et de I'acetate d'ethyle (1 1), on agite le melange obtenu durant 15 mn avant de 
separer les phases. La phase aqueuse est k nouveau extraite avec de Tacetate d'ethyle 
5 (200 ml), et on lave avec de I'eau (500 ml) les phases organiques combinees. On seche 
sur sulfate de magnesium et on concentre la phase organique. Le residu est repris dans de 
Tether de p^trole (fraction ayant un point d'ebullition de 45 a 60 **C; 150 ml) et le 
melange ainsi obtenu est laisse reposer durant 16 h i 4 ^'C. Le pr€cipite resultant est 
recupere par filtration, lave avec de Tether de petrole et seche sous pression reduite pour 
10 donner le produit du titre (25 g ; 31 % de rendement). Pf 129-130 ''C. 

RMN »H (DMSO) : 2,20 (s, 3H); 4,98 (s, 2H); 6,90 (s, IH); 7.15 (pic large. 2H); 
7,70 (s, IH). 

IR (KBr) : 871, 1018, 1183, 1225, 1270, 1533, 1577, 1619, 1662 cm-^. 

3,b. 7-chIoro-4-chloromethyl-6-methyl-2-oxo-l,2-dihydro-3- 
15 quinolinecarboxylate d'ethyle : j 

Du produit de Tetape 3.a (25 g; 0,1 1 moi) et de la triethylamine (30,6 ml\ 0,22 mol) sont 
melanges dans de Tac6tonitrile (520 ml). Du chlorure d'ethylmalonyle (28,1 ml; 0,22 
mol) est ajoute a temperature ambiante et sous atmosphere d'argon. Le melange obtenu 
est agite durant 3 h. De Tethanolate de sodium (prepare par dissolution de 3 g, soit 0,1 3_ 

20 mol, de sodium dans 140 ml d'ethanol absolu) est ensuite ajoute goutte a goutte et le 
melange resultant est agite a temperature ambiante durant 16 h. Le precipite est recupere 
par filtration, lave successivement par de Tethanol, de Teau, de Tethanol et de Tether. II 
est ensuite seche sous pression reduite a 70 °C sur du pentoxide de phosphore pour 
donner le produit du titre (28,6 g; 83 % de rendement) sous forme d'une poudre 

25 blanchatre. 

RMN »H (DMSO): IJO (t. 3H); 2,40 (s, 3H); 4,35 (q, 2H); 4,85 (s, 2H); 

7,41 (s, IH); 7,91 (s, IH); 12,15 (pic large, IH). 

IR (KBr) : 879, 1108, 1250, 1288, 1483. 1664, 1721 cm->. 

3.C. 2,7-dichIoror4-chloromethyI-6-methyl-3-quinolinecarboxylate 
30 d*ethyle : 

Du produit de Tetape 3.b (28,4 g; 90 mmol) est chauffe durant 4 h a reflux dans de 
Toxychlorure de phosphore (400 ml). Le melange obtenu est concentre sous pression 
reduite (20 mm Hg) a 80 ^'C. Le residu est repris dans du diisopropylether (400 ml). Le 
precipite resultant est recupere par filtration, lave avec de Tether et de Tether de petrole, 
35 puis seche sous pression reduite pour donner le produit du titre (25,4 g; 85 % de 
rendement) sous forme d'une poudre blanchatre (Pf 126-127 X). 
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RMN >H (DMSO): 1,37 (t. 3H); 2.58 (s, 3H); 4.49 (q, 2H); 5,14 (s, 2H); 
8,16 (s, IH); 8,35 (s, IH). 

IR (KBr) : 874, 1006, 1163, 1243, 1278, 1577, 1723 cm'^ 

3,d. 2,7-dichloro-4-chloroniethyl-6-methyl-3-quinolylmethanoI : 

5 Du produit de Tetape 3.c (25,2 g; 76,5 mmol) est melange sous atmosphere d'argon a 
du dichloroethane (630 ml). De I'hydrure de diisobutylaluminium (IM dans du 
dichlorom€thane; 307 ml; 307 mmol) est ajoute goutte a goutte tandis que le melange 
reactionnel est agite et la temperature maintenue en dessous de 20 "^C. Le melange 
reactionnel est ensuite agite a temperature ambiante pendant 3 heures, puis verse dans une 

10 solution aqueuse de tartrate de potassium (concentree a 20 % en poids; 1,5 1). 
L'emulsion ainsi obtenue est agitee vigoureusement durant 1 h. filu-ee sur celite et les 
deux phases sont alors separees. La phase aqueuse est extraite par de I'acetate d'ethyle 
(200 ml) et ies phases organiques combinees sont lavees avec une solution aqueuse de 
chlorure de sodium (concentree a 20 ^ en poids; 500 ml). La phase organique obtenue 

15 est sechee sur sulfate de magnesium, filfree et concentree sous pression reduite. Le residu 
est repris dans du diethylether (50 ml)^t le precipite resultant est recupere par filtration. 
Par sechage sous pression reduite, on obtient le produit du titre (18,3 g; 93 % de 
rendement) sous forme d'une poudre blanchatre (Pf 169-170 ^'C). 

RMN »H (DMSO): 2,57 (t, 3H); 4,84 (s, 2H); 5,36 (s, 2H); 8.06 (s, IH)^ 
20 8,27 (s, IH). 

IR (KBr) : 870, 1022, 1102, 1304, 1482, 1567 cm->. 

3,e. 2,7-dichloro-6-methyl-4-(4-methyIpiperidinomethyl)-3- 
quinolylmethanol : 

Une solution de produit de I'etape 3.d (16,2 g; 55,7 mmol) dans du THF (70 ml) est 
25 traitee par une solution de 4-methylpiperidine (23 ml; 195 mmol). Le melange obtenu est 
agite h temperature ambiante durant 2 h. On ajoute de I'eau (200 ml) et du dichloroethane 
(200 ml). La phase organique est lavee avec une solution aqueuse de chlomre de sodium 
(concentree a 20 % en poids; 100 ml), sechee sur du sulfate de magnesium et concentree 
sous pression reduite. Par cristallisation du residu dans du diethylether, on obtient le 
30 produit du titre (18,3 g; 93 % de rendement) sous forme d'un solide cristallin blanc 
(Pf 170-171,5 X). 

RMN »H (CDCI3): 0,88 (d, 3H); 1,17 (m, 2H); 1,42 (m, IH); 1,60 (m, 2H); 
2,19 (t,2H); 2,56 (s, 3H); 2.82 (d. 2H); 4,02 (s, 2H); 4,93 (s, 2H); 6,36 (pic 
large, IH); 7.95 (s. IH); 8,02 (s, IH). 
35 IR (KBr): 971, 1013, 1105. 1293. 1479, 1559 cm-l. 
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3 . f . (+)-8-[2 J-dichloro-6-methyl-4-(4-methylpiperidinomethyl)-3- 
quinolyImethyI]-5-ethyl-5-hydroxy-l,3,4,5,8,9-hexahydrooxepino[3,4- 
c]pydidine-3,9-dione : 

Une suspension de (+)-EHHOPD (obtenue k I'etape I.e.; 1,56 g; 7,0 nxmol) dans du 
5 dioxane anhydre (70 ml) est traitee successivement, sous atmosphere d'argon, par du 
produit de r6tape 3.e (2,47 g; 7,0 mmol), de la triphenylphosphine (2,02 g; 7,7 mmol) 
et du diisopropyl azodicarboxyiate (1,07 ml; 10,5 mmol). Le melange est agite a 
temperature ambiante durant 16 h. Les substances volatiles sont ensuite ^vaporees sous 
pression reduite. Le residu est purifie par chromatographie sur colonne de silice (eluant : 
10 acetate d'ethyle). Le solide obtenu est repris dans du diethylether, filtre et seche pour 
donner le produit du titre (1,96 g; 50% de rendement) sous forme d'un solide 
blanchatre(Pf 182 °C). 

RMN (DMSO): 0,89 (m, 8H); 1,23 (m, IH); 1,41 (t, 2H); 1,64 (m, 2H); 
2,09 (q,2H); 2,59 (m, 5H); 3,15 (dd, 2H); 4,06 (dd, 2H); 5,31 (dd, 2H); 
15 5,35 (dd', 2H); 5,75 (s. IH); 6,29 (d, fH); 7,17 (d, IH); 8,06 (s, IH); 8,46 (s, IH). 
IR (KBr) : 878, 1053, 1275, 1474, 1572, 1648, 1747 cm-K 

3.g. (+)-9-chloro-5-ethyI-5.hydroxy-10-methyI-12.(4- 
methylpiperidinomethyI)-4,5,13,15-tetrahydro.lH,3H- 
oxepino[3*,4':6,7]indoHzino[l,2-c]quinoline-3,15-dione : _ 

20 Un melange de produit de I'etape 3.f (3,80 g; 6,80 mmol), de bromure de 
tetrabutylammonium (2,42 g; 7,5 mmol), d'acetate de potassium (1,00 g; 10,2 mmol), 
de triphenylphosphine (890 mg; 3,4 mmol) et d'acetate de palladium (II) (220 mg; 
0,68 mmol) est agite sous atmosphere d'argon dans de I'acetonitrile anhydre (85 mg) a 
reflux durant 24 h. Apres refroidissement a temperature ambiante, le precipite resultant 

25 est recupere par filtration et lave successivement par de Tacetonitrile, de Teau, de 
I'acetone et du diethylether pour donner, apres sechage sous pression reduite, le produit 
du titre (2,5 g; 70 % de rendement) sous forme d*une poudre blanchatre. 
RMN >H (DMSO): 0,86 (m, 6H); 1,12 (q, 2H); 1,36 (m, IH); 1,56 (d, 2H) 
1,84 (q,2H); 2,12 (t,2H); 2,56 (s, 3H); 2,83 (dd, 2H); 3,26 (dd, 2H) 

30 4,03 (dd, 2H); 5,28 (dd, 2H); 5,45 (dd. 2H); 6,04 (s, IH); 7,34 (s, IH) 
8,14 (s, IH); 8,38 (s, IH). 

IR (KBr) : 870, 1058, 1208, 1280, 1477, 1593, 1655, 1749 cm-^. 
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3.h. (+)-chIorure de l.[(5R)-9-chIoro-5-ethyI-5-hydroxy-10-inethyI- 
3,15-dioxo-4,5,13,15-tetrahydro-lH,3H- 

oxepino[3\4':6,7]indolizino[l,2-c]quinolin.l2-ylrnethyl]-4-niethyI- 
hexahydropyridinium : 

5 Un melange de produit de I'^tape 3.g (2,3 g; 7,7 mxnol) et d'ethanol absolu (300 ml) est 
soumis pendant 2 minutes h des ultrasons. La suspension laiteuse obtenue est agitee et 
traitee par de I'acide chlorhydrique (solution IN; 13,2 ml; 13,2 mmol) pour donner une 
solution jaune clair qui, au repos, forme un precipite de type gel. Le precipite est r&upere 
par filtration sur Biichner et lave successivement avec de I'ethanol et de Tether, puis 

10 seche sous pression reduite pour donner le produit du titre (2,1 g; 85 % de rendement). 
RMN »H (DMSO): 0,87 (m, 6H); 1,59 (m, 5H); 1,84 (q,2H); 2,64 (s, 3H); 
3,28 (dd, 2H); 3,45 (s, 2H); 4,93 (s, 2H); 5,47 (dd, 2H); 5.61 (s, 2H); 6,04 (pic 
large. IH); 7,41 (s, IH); 8,28 (s, IH); 8,63 (s. IH); 10,30 (pic large, IH). 
IR (KBr) : 1043, 1212, 1479, 1585, 1655, 1751 cm'K 
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ETUDE PHARMArnT.OGIOUE PES PRODUITS DE L'INVENTION 
Test sur la. proliferation cellulaire. 

Cinq lignees de cellules tumorales sont utilisees dans cette etude : SW620 
(adenocarcinome de colon humain), OVCAR-5 (adenocarcinome d'ovaire humain)^ PC-3 
5 et DU 145 (lignee cellulaire de prostate humaine) et NCI-H69 (adenocarcinome de 
poumon humain). Ces lignees proviennent du NCI/Frederick Cancer Research and 
Development Center (Frederick, MD). Elies sont cultivees en milieu complet comprenant 
le milieu RMPI-1640 enrichi de 10% de serum de veau foetal et de 2 mM de L- 
Glutamine. Elles sont incubees a 3TC en atmosphere humide a 5 % de CO2. Les cellules 
10 adherentes sont decollees par un traitement avec une solution a 0,25 % de trypsine et 
0,2% d'EDTA (Worthington Biochemical Corp., Freehold, NJ) pendant 5 minutes a 
37 °C. Le comptage des cellules se fait a I'aide d'un compteur Coulter Zl (Coulter 
Corp., Hialeah, Fl.). La viabilite est evaluee en colorant les cellules avec de Tiodure de 
propidium puis en les denombrant avecljn cytometre en flux EPICS Elite (Coulter). 

15 Le compose des exemples 2 et 3 a tester est dissout a 5 mM dans une solution de N,N- 
dimethylacetamine (DMA, Aldrich). Les dilutions ulterieures sont effectuees avec du 
milieu de culture. Les concentrations molaires finales testees sont : I.IO"^, 2.10"7, 
4.10-8, 8.10-9, 1,6.10-9, 3,2.10-10, 6,4.10-11, 1,28.10-11, 2,56.10-12, e< 
5,12.10"13. Chaque concentration est testee sur huit puits. Des controles sur Tinfluence 

20 du DMA ont ete effectues sur toutes les lignees cellulaires. II resulte de ces controles qu'a 
la concentration maximale utilisee (0,02 %) le DMA n'a pas d'effet. La doxorubicine aux 
concentrations de 1.10"^ M et 2.10"^ M est utilisee comme controle positif. 

Les cellules sont ensemencees h 5.10^ cellules par puil sur une microplaque a 96 puits 
(Costar Corporation, Cambridge, MA). Les cellules sont incubees 24 h a 37 ^C afin de 
25 permettre une reprise de ia multiplication cellulaire. Le compose des exemples 2 et 3 a 
tester est ensuite ajoute aux concentrations indiquees ci-dessus et les cellules sont 
incubees a 37 °C en atmosphere humide a 5 % de CO2, pendant 3 jours pour les cellules 
adherentes (SW620, OVCAR-5, PC-3 et DU 145) et pendant 5 jours pour les cellules en 
suspension (NCI-H69). 

30 Les cellules adherentes sont testees par la methode SRB (decrite par L.V. Rubenstein, 
R.H. Shoemaker, K.D. Paull, R.M. Simon, S. Tosini, P. Skehan, D.A Scudiero., A. 
Monks, and M.R. Boyd "Comparison of in vitro anticancer-drug-screening data 
generated with tetrazolium assay versus a protein assay against a diverse panel of human 
tumor cell lines", 7. Nat, Cancer //m., 82:1 113-1 1 18, 1990). Apres trois jours 

35 d'incubation le suraageant est elimine et 200 \x\ RPMI-1640 exempt de serum de veau 
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foetal sont ajoutds. Les cellules sont fix^es par addition de 50 |il d'acide trichloroacetique 
a 50 % (concentration finale d*acide trichloroacetique de 10 %) et incubees a 4 °C 
pendant 1 heure. Les puits sont lav6s 5 fois avec de Teau puis colores par 50 |il d'une 
solution h 0,4 % de sulforhodamine B (SRB, Sigma) dans de Tacide acetique a 1 % a 
5 temperature ambiante pendant 10 minutes. La teinture est solubilisee avec 100 p.1 de 
tampon TRIS k 10 mM, pH 10, pendant environ 5 minutes avec agitation, les 
microplaques sont lues par spectrophotometrie a 570 nra. 

Les cellules en suspension sont testees par la methode XTT (decrite par D.A. Scudiero, 
R.H. Shoemaker, K.D. Pauli, A. Monks, S. Tiemey, T.H. Nofziger, MJ. Currens, D. 

10 Seniff et M.R. Boyd : "Evaluation of a soluble tetrazolium/formazan assay for cell 
growth and drug sensitivity in culture using human and other tumor cell lines", Cancer 
Research 48:4827-4833, 1988). Apres incubation en presence du compose des exemples 
2 et 3 a tester, le XTT [sel sodique du 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H- 
tetrazolium-5-carboxanilide, (Sigma)] et le methosulfate de phenazine (PMS, Sigma) en 

15 solution dans du tampon phosphate salin sont ajoutes aux cultures, et les cellules sont 
incubees pendant 4 heures a 37 dans une atmosphere a 5 % de CO2. Les 
concentrations finales de XTT et de PMS sont respectivement de 50 et 0,38 ng/puit. La 
production de formazan est stoppee par addition de 10 jil de dodecylsulfate de sodium a 
10 % (Sigma) et Tabsorbance est iue par spectrophotometrie a 450 nm avec un filtre de 

20 reference a 600-650 nm. — 

Re$ultat5..; 



Les concentrations molaires des composes des exemples 2 et 3 inhibant de 50% la 
proliferation cellulaire sont compilees dans le tableau suivant : 



Lignee cellulaire 


Exemple 2 


Exemple 3 


SW620 


5.10-9 


3.10-8 


OVCAR-5 


8.10-9 


4.10-8 


PC-3 


1.10-8 


3.10-8 


DU 145 


1.109 


7.10-9 


NCI-H69 


3.10-'0 


1.10-9 
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REVENDICATIONS 



1. Produit caracterise en ce qu'il a pour formule Tune des formules (I) ou (II) 
representees ci-dessous 




H,C 




OU en ce qu'il s'agit de sels du compose de formule (II) tel par exemple celui de formule 
(III) representee ci-dessous _ 




(HI) 
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2. A litre de produit industrial nouveau, un produit de formule generale M representee 
ci-dessous 




M 

dans laquelle R represente un radical alkyle lineaire ou ramifie comptant de 1 a 10 atomes 
de carbone. 

i 

5 3. Produit selon la revendication 2, car^cterisee en ce que R represente un radical ethyle. 

/ 

4. Precede de preparation d'un produit de formule generale M representee ci-dessous, 




M 



dans laquelle R represente un radical alkyle lineaire ou ramifie comptant de 1 a 10 atomes 
de carbone, 
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caracterise en ce qu'il est constitue des etapes successives suivantes ; 
- Tester /-butylique racemique represente ci-dessous 



OCH^Ph 




CH^COOtBu 



est traite par de I'acide trifluoroacetique pendant 18 h a temperature ambiante pour donner 
Tacide carboxylique correspondant ; 

- on chauffe ensuite dans de Talcool isopropylique le sel de quinidine de I'acide obtenu 
precedemment a une temperature superieure a 30 **C, et de preference de 50 °C environ, 
avant de laisser refroidir le milieu reactibnnel jusqu'a temperature ambiante, de sorte que 
le sel d'un des enantiomeres de I'acide stismentionne cristallise tandis que le sel de Tautre 
enantiomere, dont I'anion est represente ci-dessous, reste en solution 



OMe 




OCH^Ph 



R'*' J CH^COO 
OH 



10 - la solution dans Talcool isopropylique du sel de 1 enantiomere n'ayant pas cristallise est 
concentree et traitee a I'acide chlorhydrique et agitee, donnant le compose de formule 
generale A representee ci-dessous 



OCH, 




OCH^Ph 



CH2COOH 



A 
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- le compose de forraule generale A est ensuite mis en contact avec du palladium sur 
charbon humide, puis on ajoute du formiate d'ammonium ou de I'acide formique au 
melange pour donner le produit debenzyle de formule generale B represente ci-dessous 




- on cyclise ensuite le compose de formule generale B par action de 
dicyclohexylcarbodiimide pour obtenir le compose lactonique de formule generale C 
representee ci-dessous 




- enfin, on transforme le groupement -OCH3 du compose lactonique de formule generale 
C en carbonyle, par action d'iodure de sodium et de chlorure de trimethylsilyle, pour 
obtenir un compose de formule generale M representee ci-dessous. 



H 




5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce R represente le groupe ethyle. 
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6. A titre de medicament, un produit caracterise en ce qu'il a pour formule I'une des 
formules (I) ou (II) representees ci-dessous 




ou en ce qu'il s'agit d'un sel d'addition avec des acides mineraux ou organiques 
pharmaceutiquement acceptables du produit de formule (II) tel que par exemple celui de 
formule (III) representee ci-dessous ' 




(HI) 

ou encore un melange quelconque de ces demiers. 

7. Composition pharmaceutique contenant, a titre de principe actif, Tun au moins des 
composes de la revendication 6. 

8. Utilisation d'un compose selon la revendication 1 pour la preparation de medicaments 
antitumoraux. 

9. Utilisation d'un compose selon la revendication 1 pour la preparation de medicaments 
antiviraux. 
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10. Utilisation d'un compost selon la revendication 1 pour la preparation de 
medicaments antiparasitaires. 



I 

i 
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